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虎杖苷通过蛋白激酶B信号通路影响胃癌细胞增殖凋亡
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摘要： 目的 研究虎杖苷对胃癌细胞 SGC-7901增殖和凋亡的影响和机制。方法 虎杖苷处理胃癌细胞 SGC-7901，MTT法
检测增殖，平板克隆实验检测克隆形成能力，碘化丙啶（PI）单染法检测细胞周期分布，膜联蛋白V-异硫氰酸荧光素/碘化丙啶

（Annexin V-FITC/PI）双染法检测细胞凋亡，蛋白质印迹法（Western blotting）检测细胞周期蛋白D1（cyclin D1）、周期蛋白依赖性

激酶 4（CDK4）、Bcl-2相关X（Bax）、剪切型胱天蛋白酶-3（Cleaved-caspase-3）、磷酸化-蛋白激酶B（p-Akt）蛋白表达。用蛋白激

酶B（Akt）信号激活剂和虎杖苷联合处理胃癌细胞 SGC-7901，检测细胞增殖、克隆、周期、凋亡变化。结果 虎杖苷处理以后的

胃癌细胞 SGC-7901增殖能力下降［（0.58±0.06）比（0.20±0.01）］，细胞克隆形成数目减少［（118.54±10.65）个比（69.52±7.91）
个］，细胞凋亡增多［（2.97±0.32）%比（17.45±1.69）%］，细胞 G0/G1比例升高［（50.47±3.25）%比（67.13±3.84）%］，cyclin D1、
CDK4蛋白表达减少，Bax、Cleaved-caspase-3蛋白表达水平升高，p-Akt蛋白水平降低［（0.51±0.05）比（0.24±0.03）］。Akt信号激

活剂处理可以逆转虎杖苷对胃癌细胞 SGC-7901增殖、克隆抑制和周期阻滞、凋亡促进作用。结论 虎杖苷通过抑制Akt信号

通路阻碍胃癌细胞增殖并诱导细胞凋亡。
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Abstract： Objective To study the effect and mechanism of polydatin on proliferation and apoptosis of gastric cancer cell line SGC-

7901.Methods Polydatin was used to treat gastric cancer cell SGC-7901, MTT was used to detect proliferation, and plate cloning ex‐
periment was used to detect clone formation ability, cell cycle distribution was detected by PI single staining, apoptosis was detected by
Annexin V-FITC/PI double staining, and cyclin D1, CDK4, Bax, Cleaved-caspase-3 and p-Akt protein were detected by Western blot‐
ting. Gastric cancer cell line SGC-7901 was treated with Akt signaling activator combined with polydatin, and cell proliferation, clon‐
ing, cycle and apoptosis were detected.Results After treatment with polydatin, the proliferation of gastric cancer cells SGC-7901 de‐
creased [(0.58±0.06) vs. (0.20±0.01)], the number of cell clones decreased [(118.54±10.65) vs. (69.52±7.91)], the apoptosis increased
[(2.97±0.32)% vs. (17.45±1.69)%], the ratio of G0/G1 increased [(50.47±3.25)% vs. (67.13±3.84)%], the expression of cyclin D1 and
CDK4 decreased, and the expression of Bax and Cleaved-caspase-3 elevated, p-Akt protein level were reduced [(0.51±0.05) vs. (0.24±
0.03)]. Akt signal activator treatment could reverse the proliferation, clonal inhibition, cell cycle arrest and apoptosis promotion of poly‐
datin in gastric cancer cell line SGC-7901.Conclusion Polydatin inhibits proliferation of gastric cancer cells and induces apoptosis
by inhibiting Akt signaling pathway.
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胃癌是常见的消化系统恶性肿瘤，其严重影响

着人类的生活质量，胃癌具有恶性程度高、易复发

等特点，寻找有效的药物治疗胃癌是目前医学工作

者研究的热点［1］。虎杖苷是从虎杖中提取出来的芪

类化合物，是白藜芦醇同葡萄糖的结合产物，虎杖

苷具有广泛的药理学作用，如平喘、镇咳、降低胆固

醇等［2］。以前的研究表明，虎杖苷能够抑制肿瘤生

长，对于白血病、乳腺癌等肿瘤细胞具有抑制作用，

并且可以诱导肿瘤细胞凋亡发生［3-4］。虎杖苷抗肿

瘤机制较为复杂，在研究虎杖苷诱导宫颈癌细胞凋
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亡的实验研究中发现，其可以通过下调蛋白激酶B
（Akt）信号通路的激活水平发挥抗肿瘤功效［5］。目

前对于虎杖苷在胃癌细胞增殖和凋亡中的作用和

机制还不清楚。本次实验于 2018年 1月至 2019年 4
月用虎杖苷处理体外培养的胃癌细胞，通过MTT法
等多种实验技术手段探究虎杖苷对胃癌细胞增殖、

克隆、周期、凋亡的作用和机制，为虎杖苷治疗胃癌

的临床应用提供资料。

1 材料与方法

1.1 材料 胃癌细胞 SGC-7901购自南京科佰生物

科技有限公司；周期蛋白依赖性激酶 4（CDK4）抗

体、Bcl-2相关X（Bax）蛋白抗体购自美国 Sigma-Al‐
drich；剪切型胱天蛋白酶-3（Cleaved-caspase-3）抗体

购自武汉博士德生物工程有限公司；虎杖苷购自北

京索莱宝科技有限公司；膜联蛋白V-异硫氰酸荧光

素（Annexin V-FITC）/碘化丙啶（PI）凋亡检测试剂盒

购自江苏凯基生物技术股份有限公司；细胞周期蛋

白 D1（cyclin D1）抗体购自美国 Santa Cruz Biotech‐
nology；磷酸化Akt（p-Akt）抗体购自美国 Santa Cruz；
Akt信号激活剂胰岛素样生长因子-1（IGF-1）购自美

国Sigma。
1.2 MTT法测定虎杖苷处理后胃癌细胞增殖活

性 胃癌细胞接种到 96孔板中，分成两组，依次为

对照组和虎杖苷组，虎杖苷组分成 5个浓度梯度分

别为 2、4、6、8、10 μmol/L，对照组为 0 μmol/L。细胞

培养 48 h以后，分别在每个孔中添加 10 μL的噻唑

蓝（MTT）溶液，继续放在 37 ℃的培养箱中孵育 4 h。
然后把孔内的液体弃掉，添加 150 μL的二甲基亚砜

（DMSO）溶液，震荡反应 10 min。以不含细胞的空

白孔调零，检测490 nm的吸光度。

1.3 平板克隆实验测定虎杖苷处理后胃癌细胞克

隆形成能力 胃癌细胞按照对照组和虎杖苷分组

每个孔中添加 250个细胞接种到 6孔板中，放在细

胞培养箱中培养 14 d。添加磷酸盐缓冲盐溶液

（PBS）洗涤细胞，然后以 4%的多聚甲醛溶液固定

20 min。将甲醛弃掉，添加 10%结晶紫染色 30 min。
在室温中晾干，在光学显微镜下观察并计数细胞克

隆形成数目。随机选择5个实验，计算平均值。

1.4 PI单染法测定虎杖苷处理后胃癌细胞周期变

化 收集培养处理 48 h以后的对照组和虎杖苷组

细胞，添加事先预冷后的 PBS溶液，以 1 000 g离心

10 min。把上清吸除，然后添加 50 μL的 PBS溶液，

继续加入 70%的乙醇，放在 4 ℃条件下反应 12 h。
1 000 g离心 10 min，吸弃上清，添加 PI染色液 500
μL，在 37 ℃条件下反应 30 min。流式细胞仪检测细

胞周期分布。

1.5 Annexin V-FITC/PI双染法测定虎杖苷处理

后胃癌细胞凋亡变化 收集培养处理 48 h以后的

对照组和虎杖苷组细胞，以PBS将细胞洗涤 2次，以

250 μL的结合缓冲液将细胞悬浮，细胞浓度为 1×
106个/毫升。收集 1 mL细胞至流式管中，然后添加

PI和Annexin V-FITC溶液各 5 μL到细胞中，放在避

光条件下结合 15 min。添加 400 μL的结合缓冲液，

流式细胞仪检测凋亡。

1.6 蛋白质印迹法（Western blotting）测定虎杖苷

处理后胃癌细胞中 cyclin D1、CDK4、Bax、Cleaved-

caspase-3、p-Akt蛋白水平 收集培养处理 48 h以
后的对照组和虎杖苷组细胞，在细胞中添加 RIPA
裂解试剂，放在冰上裂解 20 min。然后根据BCA蛋

白定量检测试剂盒测定蛋白的浓度。制备 8%的分

离胶以及 5%的浓缩胶，按照每孔中加入 40 μg的蛋

白样品上样，预染蛋白Marker上样量为 5 μL。在浓

缩胶中设置 80 V电压电泳，在分离胶中设置 110 V
电压电泳。将凝胶取出，以 100 V电压转膜，将蛋白

从凝胶上转移至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上，转膜装

置放在冰上操作。PVDF膜置于封闭液（5%牛血清

白蛋白溶液）中，于室温孵育 2 h。然后将 PVDF膜
放在一抗中，在低温 4 ℃条件下孵育 12 h。最后把

PVDF膜放在 1∶2 000稀释以后的二抗反应液中，在

室温中孵育 2 h。将ECL超敏液滴加到 PVDF膜上，

以 Bio-rad采集图像，分析蛋白灰度值。内参为

GAPDH，分析目的蛋白表达水平。

1.7 Akt信号激活剂 IGF-1对虎杖苷调控胃癌细胞

增殖、克隆、周期、凋亡的影响 以含有 3 μg/L的

Akt信号激活剂 IGF-1和 6 μmol/L的虎杖苷细胞培

养液培养胃癌细胞，设置为虎杖苷+IGF-1组，以虎

杖苷组为对照，以上述MTT、平板克隆实验、PI单
染、Annexin V-FITC/PI双染以及蛋白质印迹法检测

细胞增殖、克隆、周期、凋亡和 cyclin D1、CDK4、Bax、
Cleaved-caspase-3、p-Akt蛋白水平。

1.8 统计学方法 数据用 SPSS 21.0软件分析，计

量资料用 x̄ ± s表示，两组数据间比较经两独立样本

t检验，多组差异比较采用单因素方差分析，多组间

的两两比较采用 SNK-q检验，P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 虎杖苷抑制胃癌细胞增殖 对照组、2、4、6、8、
10 μmol/L 虎杖苷组吸光度分别为（0.58±0.06）、

（0.45±0.03）、（0.38±0.03）、（0.31±0.02）、（0.25±
0.02）、（0.20±0.01），F=166.429，P<0.001。胃癌细胞

经过虎杖苷处理以后，细胞吸光度降低（P<0.05）。

6 μmol/L的虎杖苷对胃癌细胞抑制率接近 50%，后
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续实验选用6 μmol/L的虎杖苷处理胃癌细胞。

2.2 虎杖苷抑制胃癌细胞克隆形成并阻滞细胞周

期 结果见表 1和图 1，胃癌细胞经过虎杖苷处理以

后，细胞克隆形成数目下降，G0/G1细胞比例升高，

细胞中周期蛋白 cyclin D1、CDK4表达水平下降。

虎杖苷抑制胃癌细胞克隆形成并阻滞细胞周期。

2.3 虎杖苷诱导胃癌细胞凋亡 结果见图 2、图 3、
表 2，胃癌细胞经过虎杖苷处理以后，细胞凋亡率升

高，细胞中凋亡蛋白 Bax、Cleaved-caspase-3表达水

平升高。虎杖苷诱导胃癌细胞凋亡。

2.4 虎杖苷抑制胃癌细胞中 Akt信号通路激活

结果见图 4，胃癌细胞经过虎杖苷处理以后，细胞中

Akt信号通路蛋白 p-Akt水平降低［（0.51±0.05）比

（0.24±0.03），t=13.891，P<0.001］。虎杖苷降低胃癌

细胞中Akt信号通路激活水平。

2.5 Akt信号激活剂 IGF-1逆转虎杖苷对胃癌细胞

增殖、克隆、周期、凋亡的影响 结果见图 5、图 6、表
3，Akt信号激活剂 IGF-1可以提高虎杖苷作用条件

下胃癌细胞吸光度和克隆形成数目，减少G0/G1期
细胞比例，减少细胞凋亡，提高细胞中 cyclin D1、
CDK4蛋白表达水平，减少细胞中 Bax、Cleaved-cas‐
pase-3蛋白表达，提高细胞中 p-Akt/Akt水平。Akt

信号激活剂 IGF-1逆转虎杖苷对胃癌细胞增殖、克

隆、周期、凋亡的影响。

3 讨论

虎杖苷是从虎杖中提取出来的一种单体，是一

种羟基二苯乙烯类化合物，国内外的研究显示，虎

杖苷可以加强心肌舒张及收缩功能、抑制血栓形

成、改善微循环、降血脂，对于结肠炎、子宫内膜异

位症导致的疼痛也具有改善作用［6-8］。虎杖苷具有

肿瘤预防和治疗的作用，其对于小鼠移植性肝癌具

有抑制作用，能够明显降低肺癌、宫颈癌等细胞生

长速度［5，9-10］。本次实验显示，虎杖苷处理后的胃癌

增殖、克隆能力均下降，提示虎杖苷可以抑制胃癌

细胞增殖，虎杖苷具有抗胃癌进展的作用。

本次实验还发现虎杖苷处理后的胃癌细胞G0/
G1比例升高，细胞凋亡增加，说明虎杖苷可能通过
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注：1—甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—CDK4；3—cyclin
D1；4—对照组；5—虎杖苷组。

图1 蛋白质印迹法检测虎杖苷处理后胃癌细胞中细胞周期蛋白

D1（cyclin D1）、周期蛋白依赖性激酶4（CDK4）蛋白水平
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注：1—甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—Bax；3—Cleaved-

caspase-3；4—对照组；5—虎杖苷组。

图3 蛋白质印迹法测定虎杖苷处理后胃癌细胞中Bcl-2相关X
（Bax）、剪切型胱天蛋白酶-3（Cleaved-caspase-3）蛋白水平

表2 虎杖苷处理后胃癌细胞凋亡率和Bcl-2相关X（Bax）、

剪切型胱天蛋白酶-3（Cleaved-caspase-3）蛋白水平/x̄ ± s
组别

对照组

虎杖苷组

t值

P值

重复

次数

3
3

凋亡率/%
2.97±0.32
17.45±1.69
25.255
<0.001

Cleaved-
caspase-3
0.23±0.05
0.43±0.06
7.682
<0.001

Bax
0.40±0.05
0.60±0.07
6.975
<0.001

表1 虎杖苷处理后胃癌细胞克隆形成数目、细胞周期分布以及细胞周期蛋白D1（cyclin D1）、周期蛋白依赖性激酶4（CDK4）
蛋白水平变化/x̄ ± s

组别

对照组

虎杖苷组

t值

P值

重复次数

3
3

克隆形成数目/个
118.54±10.65
69.52±7.91
11.085
<0.001

细胞周期分布/%
G0/G1

50.47±3.25
67.13±3.84
9.935
<0.001

S
22.94±1.36
14.72±1.23
13.448
<0.001

G2/M
26.59±1.87
18.15±1.46
10.635
<0.001

cyclin D1
0.65±0.07
0.26±0.03
15.363
<0.001

CDK4
0.58±0.06
0.37±0.04
8.737
<0.001
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阻滞细胞周期和诱导细胞凋亡发挥抗肿瘤功效。

细胞周期是细胞增殖的基础，分裂间期是细胞增殖

能力改变的关键［11］。G0/G1期是 DNA物质准备阶

段，受到细胞内多种蛋白的调控作用，cyclin D1是细

胞周期素中与肿瘤关系最为密切的调节因子，其是

CDK4的调控亚基，参与细胞从G0/G1期向 S期转变

过程，cyclin D1可以与CDK4结合刺激细胞生长，影

响细胞周期进展［12］。细胞凋亡与细胞周期一样，受

到细胞内凋亡蛋白的表达调控作用，Caspase蛋白家

族是目前研究最多的与细胞凋亡有关的直接调控

因子，其含有多个蛋白成员，分别在细胞凋亡反应

中发挥不同的作用，Caspase-3是位于凋亡级联反应

下游的执行因子，正常情况下以没有活性的酶原形

式存在，只有被激活形成 Cleaved-caspase-3后才可

以不可逆的诱导细胞凋亡发生［13-14］。Bax是Bcl-2蛋
白家族成员，其在细胞凋亡过程中发挥促进作用，

是一种促凋亡蛋白［15］。我们的实验表明，虎杖苷处

理后的胃癌细胞中 cyclin D1、CDK4蛋白水平下降，

Cleaved-caspase-3、Bax蛋白水平升高，提示虎杖苷

阻滞细胞周期和诱导细胞凋亡作用，这与细胞周期

和凋亡检测结果一致，进一步证实了虎杖苷对胃癌

细胞的作用。

目前对于虎杖苷抗肿瘤机制的研究表明，其可

以通过下调细胞中Akt信号通路的激活水平抑制宫
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注：1—甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—Akt；3—p-Akt；4—
对照组；5—虎杖苷组。

图4 蛋白质印迹法测定虎杖苷处理后胃癌细胞中磷酸化-Akt
（p-Akt）蛋白表达

表3 虎杖苷和Akt信号激活剂胰岛素样生长因子-1（IGF-1）共同处理后胃癌细胞吸光度、克隆形成数目、周期分布、凋亡率和

细胞周期蛋白D1（cyclin D1）、周期蛋白依赖性激酶4（CDK4）、Bcl-2相关X（Bax）、剪切型胱天蛋白酶-3（Cleaved-caspase-3）、

磷酸化-Akt（p-Akt）蛋白水平/x̄ ± s
组别

虎杖苷组

虎杖苷+
IGF-1组

t值

P值

重复

次数

3
3

吸光度

0.29±0.04
0.57±0.09
8.529
<0.001

克隆形成

数目

70.56±7.35
97.84±6.81
8.168
<0.001

周期分布/%
G0/G1

66.08±4.14
54.12±3.26
6.809
<0.001

S
15.32±1.19
19.64±1.48
6.824
<0.001

G2/M
18.60±1.52
26.24±2.10
8.841
<0.001

凋亡率/%
16.84±1.69
6.72±0.54
17.112
<0.001

cyclin D1
0.24±0.02
0.40±0.05
8.913
<0.001

CDK4
0.35±0.03
0.43±0.04
4.800
<0.001

Cleaved-
caspase-3
0.45±0.05
0.28±0.04
7.965
<0.001

Bax
0.58±0.05
0.36±0.03
11.319
<0.001

p-Akt/
Akt

0.25±0.03
0.47±0.06
9.839
<0.001
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注：1—甘油醛 -3-磷酸脱氢酶（GAPDH）；2—CDK4；3—cyclin
D1；4—Bax；5—Cleaved-caspase-3；6—Akt；7—p-Akt；8—虎杖苷组；9
—虎杖苷+IGF-1组。

图 6 蛋白质印迹法测定虎杖苷和Akt信号激活剂胰岛素样生长因

子-1（IGF-1）共同处理后胃癌细胞中细胞周期蛋白D1（cyclin D1）、

周期蛋白依赖性激酶 4（CDK4）、Bcl-2相关X（Bax）、剪切型胱天蛋白

酶-3（Cleaved-caspase-3）、磷酸化-Akt（p-Akt）蛋白水平
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颈癌细胞生长［5］。Akt信号通路具有多种作用，在人

体组织中广泛存在，对于细胞生长、凋亡等具有明

显的调控功能［16-18］。研究报道证实，肿瘤组织中存

在Akt信号通路过度激活现象，而抑制Akt信号激活

可以抑制肿瘤细胞的恶性生长［19-20］。p-Akt是Akt的
磷酸化形式，其水平升高是Akt信号激活的标志［21］。

本次实验显示，虎杖苷处理后的胃癌细胞中 p-Akt
水平降低，并且Akt信号激活剂可以逆转虎杖苷对

胃癌细胞增殖、克隆抑制和细胞周期阻滞以及细胞

凋亡促进作用，证实虎杖苷抗胃癌细胞恶性生物学

行为机制与Akt信号有关。

总之，虎杖苷能够在体外抑制胃癌细胞的恶性

生长、阻滞细胞周期和诱导细胞凋亡，虎杖苷对于

胃癌进展具有抑制作用，其作用机制与下调Akt信
号激活水平有关。我们的结果为研究虎杖苷抗肿

瘤机制提供了参考，为虎杖苷治疗胃癌的临床应用

提供了理论资料。

（本文图2，5见插图9-1）
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